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　After　L－threo－3，　4－dihydroxyphenylserine　（L－threo－DOPS），　a　precursor　of　norepinephrine，　was
intraperitoneally　administered　at　a　dose　of　25，　50，　or　100　mg／kg　to　rats　under　mild　inhalation
anesthesia　with　halothane．　Monoamines　and　their　metabolites　contained　in　the　extracellular　fluid
within　the　corpus　striatum　were　continuously　collected　using　a　microdialysis　system，　and　these
substances　were　simultaneously　measured　by　the　high　performance　liquid　chromatography－
electrochemical　detection　（HPLC－ECD）　method．　As　a　result，　extracellular　contents　of　intracranial
norepinephrine　tended　to　increase　dose－dependently．　With　regard　to　the　dopamine　system，　an
increase　in　intracranial　metabolic　turnover　was　indicated，　and　intracranial　extracellular　contents　of
dihydroxy－phenylacetic　acid　and　homovanillic　acid，　metabolites　of　dopamine，　increased．　Concerning
the　serotonin　system，　extracellular　contents　of　intracranial　5－hydroxyindole－acetic　acid，　a
metabolite　of　5－hydroxytryptamine，　tended　to　increase　in　dose－dependent　manner．
　　Since　there　have　been　no　reports　on　the　continuous　and　simultaneous　measurement　of　5　types　of
substances　in　an　animal　using　the　microdialysis　system　within　the　corpus　striatum，　or　studies　on
dose　dependency，　we　hope　our　findings　will　contribute　to　pharmacological　studies　on　L－threo－
DOPS．
緒 言
　Norepinephrine　（NE）　の前駆物質である　L－
threo－3，　4－dihydroxyphenylserine　（L－threo一
DOPS）は非天然の人工的な前駆アミノ酸で1977
年に日本において大量合成の道が開かれた．その後，
楢林ら1）はパーキンソン病の進行例において次第に
増悪し前景にでてくるすくみ症状や無動，抑うつ症
（1994年11月21日受付，1994年12月10日受理）
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Striatum），モノアミン（Monoamine），セロトニン
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状などがDopamine系のみならずNE系の機能低
下にもよるのではないかとの作業仮説から，L－
threo－DOPSを投与し効果のあることを報告し，現
在パーキンソン病のほかに家族性アミロイドーシス
やShy－Drager症候群の起立性低血圧の臨床応用が
開始されている．
　パーキンソン病におけるL－threo－DOPSの薬理
作用は血液脳関門を通過することによりはじめて効
果を発現するものと思われるが，Bartholiniら2）に
よると全脳のホモジネートによる分析法では　L－
threo－DOPSを末梢から投与しても血液脳関門を通
過せず，脳内NEは増加しないと述べている．その
後，L－threo－DOPSを末梢から投与することによっ
て脳内NEが増加するという報告があるが3）4）この
中でMicrodialysis法を用いたものは少なく5），さら
に同手技を用いて5種類の物質を1個体で連続的に
同時測定し，かつ投与用量依存性を検討しているも
のは見あたらない．
　今回著者はL－threo－DOPSをラットに腹腔内投
与し，Microdialysis　systemを用いて線条体内の
Momoamineおよびその代謝産物の細胞外液中の
含量を連続的に回収し，HPLC－ECD　法を用いて
NE，　Dopamine及びその代謝産物，さらに5－Hyd－
roxytryptamineの代謝産物である5－Hydroxy－
indole－acetic　acidについて同時測定し，　L－threo－
DOPSの脳内への移行，投与用量依存性および各物
質の代謝に及ぼす薬理作用につき比較検討した．
実験材料と方法
　試薬：L－threo－DOPSは住友製薬より提供を受け
た．その他の試薬は市販のものを使用した．
　対象と方法：動物はWistar系雄性ラット（体重
260～300g）を使用した．ラットは実験に使用する
まで恒温飼育器（温度24±1度，照射時間午前8時
～午後8時）の中で，固形飼料と水を自由に摂取さ
せて飼育した．実験開始は常に午前10時から午前
11時の間とし，ラットに対して周囲の影響がないこ
とを十分確認した上で測定を開始した，210．7％
の定常流Halothane吸入浅麻酔下にて，ラット用脳
固定装置（CMAO90：BAS社製）に固定し，　Paxinos
G．and　Watson　G．の脳図譜6）に従い線条体を目標に
Bregmaより0．5mm前方，3．Omm左方に約1．5
mmの円形開頭を行い，軟膜を23Gage針にて附表
が傷つかないように慎重に切開し，CMA／10：BAS
社製Microdialysis　Probe（外径0．5mm，長さ4
mm）を脳表より6．7mmの深さまで脳表が陥入し
ないように静かに挿入留置した．測定中はラットの
体温をTemperature　contro1（CMA150：BAS社
製）により37．5度に保った．透析プローブの灌流に
はリンゲル液（2μ1／min）を用い，各物質が安定す
るまで（150分）リンゲル液をMicroinjection　pump
（CMA100：BAS社製）にて灌流した後，　L－threo－
DOPSを0．05　Nの塩酸に溶解し腹腔内投与（投与
群は25，50，100mg／kgを各7匹）した．その後30
分毎に240分までMicro　Fraction　Collector（EF－
80：Eicom二二）にて0．02　M酢酸15μ1の入った
チューブに各60μ1ずつ回収した後20μ1を分析に
使用し，Norepinephrine（以下，　NE），　Dopamine
（以下，DA），　Dihydroxy－phenylacetic　acid（以下，
DOPAC），　Homovanillic　acid（以下，　HVA），5－
Hydroxyindole－acetic　acid（以下，5－HIAA）を
high　performance　liquid　chromatography－electro－
chemical　detection：BAS社製（HPLC－ECD法）
に それぞれ定量した．分析カラムは　Biophase
ODS－IV（3μm　110×4mm）を用い，移動相の組成
は0．1M酒石酸／0．1M酢酸0．5mM　EDTA－2Na
pH　3．2　650　pt　M　sodium　1－Octanesulfonate　3．50／o
Acetonitrileとし，電圧700　mV，カラム温度30℃，
流速0．7ml／minにて測定し，さらに各物質は　in
vivoにおける分析前後の回収率を標準液を用いて
測定し各々補正した．統計処理にはDunnett’s　Mu1－
tiple　Comparison　Test－Non　Parametric一（両側
検：定）を用いて各投与群とcontrol群を同一時間に
おいてそれぞれ比較した．また，各投与群の個体数
はcontrol群も含めて各7匹とした．
　なお実験終了後，過量のHalothane吸入により心
停止を確認後，速やかに断頭し全脳を摘出し，プロ
ーブが線条体に挿入されているか肉眼で確認した後
一部はへ÷トキシリン・エオジン染色（HE染色）
を施行し光学顕微鏡にて観察した（図1）．
結 果
　プローブ挿入後150分で各物質の濃度はともに一
定レベルに達し，この値を100％と換算しbasal
levelとした．
　control（0．05　N塩酸）及びL－threo－DOPS（25，
50，100mg／kg）を腹腔内投与した際の，線条体灌流
液中のNE，　DA，　DOPAC，　HVA，5－HIAAの経
（2）
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図1　HE染色によるプローブ挿入位置の確認
時的変化率を図に示した．
　図2にNEの経時的変化率を示す．25　mg／kg投
与群ではcontrol群に比較して最大33％の増加を
示したが，有意差は得られなかった．50mg／kg投与
群では投与90分後より有意な増加を示し，投与120
分後ではcontrol群に比較して84％までの増加を
示した．また，100mg／kg投与群においても投与60
分後より有意な増加を示し，投与150分後ではcon－
trol群に比較して81％までの増加を示した．
　DAでは各投与群でcontrol群に比較して明らか
な有意差は認められなかった（図3）．
　DAの代謝産物であるDOPACは100　mg／kg投
与群においてcontro1群に比較して投与60分後よ
り210分後まで約20％の有意な増加を示したが，
25，50mg／kg投与群では有意な増加は認められな
かった（図4）．
　同じく代謝産物であるHVAでも100　mg／kg投
与群においてcontrol群に比較して投与60分後よ
り240分後まで約20％～30％の有意な増加を示し
たが，25，50mg／kg投与群では有意な増加は認めら
れなかった（図5）．
　5－HIAAでは25，50　mg／kg投与群においてcon－
tro1群に比較して投与150分後より約10％～15％
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図2線条体におけるNE濃度の変化率
　　なお，統計処理にはDunnett’s　Multiple　Com－
　　parison　Test－Non　Parametric一（両側検：定）
　　を用いて各投与群とcontrol群を同一時間にお
　　いてそれぞれ比較した．
　　＊p＜0．05”p＜0．01プロットは各投与群の7
　　匹の平均値±S．D．で表した．
　　control群は0．05　N塩酸を腹腔内投与した．
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図3線条体におけるDA濃度の変化率
　　なお，統計処理にはDunnett’s　Multiple　Com－
　　parison　Test－Non　Parametric一（両側検定）
　　を用いて各投与群とcontrol群を同一時間にお
　　いてそれぞれ比較した．
　　＊p＜0．05＊＊p＜0．01プロットは各投与群の7
　　匹の平均値±S．D．で表した．
　　control群は0。05　N塩酸を腹腔内投与した．
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図4線条体におけるDOPAC濃度の変化率
　　なお，統計処理にはDunnett’s　Multiple　Com－
　　parison　Test－Non　Parametric一（両側検定）
　　を用いて各投与群とcontrol群を同一時間にお
　　いてそれぞれ比較した．
　　＊p＜0．05＊＊p＜O．Olプロットは各投与群の7
　　匹の平均値±S．D．で表した．
　　control群は0．05　N塩酸を腹腔内投与した．
の増加を示し，一部は有意差を認めた．さらに100
mg／kg投与群においては投与120分後より240分
後まで約10％～28％の有意な増加を認めた（図6）．
　また，表1にcontrol（0．05　N塩酸）及びL－threo
－DOPS（25，50，100　mg／kg）を腹腔内投与した際
の投与前（プローブ挿入後150分），150分後，240分
後の線条体灌流液中のNE，　DA，　DOPAC，　HVA，
5－HIAAの実数変化を示す．実数値ではcontro1群
に比較して各投与群に有意差は得られなかった．
考 察
　NEニューロンは橋および延髄の被蓋中に存在す
る．NE線維の投射には背側路と腹側路があるが前
者の中で青斑核は最も重要なNE系の中枢で，全
NE細胞の約半数が存在し，ここからは主要な上行
路として背側NE路が出るほか，小脳にも線維を送
り，また下位延髄と脊髄に下行路を出す．背側NE
路は中脳中心灰白質の腹外方の網様体中を上行し，
視床下部の外側部を通って中隔部に至り，ここから
帯状回に入って脳梁をとりまくように走行する．こ
の経路の途中，中脳，間脳および終脳に多数の枝を
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図5線条体におけるHVA濃度の変化率
　　なお，統計処理にはDunnett’s　Multiple　Com－
　　parison　Test－Non　Parametric一（両側検定）
　　を用いて各投与群とcontrol群を同一時間にお
　　いてそれぞれ比較した．
　　’p＜0．05＊＊p＜O．Olプロットは各投与群の7
　　匹の平均値±S．D．で表した．
　　control群は0．05　N塩酸を腹腔内投与した．
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図6線条体における5－HIAA濃度の変化率
　　なお，統計処理にはDunnett’s　Multiple　Com－
　　parison　Test－Non　Parametric一（両側検定）
　　を用いて各投与群とcontrol群を同一時間にお
　　いてそれぞれ比較した．
　　’p＜0．05”p＜0．01プロットは各投与群の7
　　匹の平均値±S．D．で表した．
　　contro1群は0．05　N塩酸を腹腔内投与した．
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表1L－threo－DOPS投与前後における各物質の実数変化
DOPS投与量（mg／kg）　　contro125 50 100
投与後経過時間（分）
NE
DA
DOPAC
HVA
5－HIAA
投与前
150
240
投与前
150
240
投与前
150
240
投与前
150
240
投与前
150
240
pg／pt　1
15．0±3．3
13．6±2．8
15．8±2．2
56．0±9．5
60．9±16．1
56．8±15．0
192．4±64．7
191．1±70．1
211．8±80．1
238．8±86．1
212．9±86．5
244．2±100．1
359．4±221．1
359．7±224．3
366．2±229．7
15．4±3．9
18．8　±　5．1
20．3±6．3
67．1±34．3
69．2±42．1
65．5±42．1
177．6±103．9
179．4±95．9
195．2±98．3
295．5±101．8
281．5±94．6
284．9±92．7
285．8±85．6
310．5±81．6
326．1±86．9
13．6±3．1
23．1±6．0
24．0　±　5．5
70．3±30．5
72．4±32．7
57．0　±　20．6
219．7　±　186．9
210．3　±　157．3
166．3±38．2
298．8±76．9
300．2±75．1
318．7±76．3
230．8±63．0
257．5±72．3
261．2　±　67．6
13．2　±　2．9
23．6±4．1
21．4±5．1
60．7　±　19．4
66．3±22．9
60．2　±　18．7
136．9±39．9
151．9　±　40．5
164．9±40．4
283．5±101．8
363．9±152．2
362．5±143．2
299．4　±　201．1
346．2±220．7
383．2±255．3
数値は各投与群の7匹の平均値±S．D，で表した．　control群は0．05　N塩酸を腹腔内投与した．
各物質における投与前はプローブ挿入後150分の値とした．
出すが，このうち基底核には終脳から腹側扁桃帯路
を経て投射される．DAニューロン群は，中脳，間
脳および終身に分布している．このうち中脳のDA
ニューロン群は上行性の線維束を出し，A9からの黒
質線条体DA路は尾状核と被殻とに投射する．パー
キンソン病では黒質のDAニューロンが消失し，上
行性の線維が変性するのは周知の事実である．Ser－
otoninニューロン群は中脳，橋および延髄などに分
布し，全中枢神経を支配している．このうち腹側上
行路から出た線維は内側前脳束に入り，これより外
側に向かう分枝が線条体に投射される7）．このよう
にNE，　DAおよびSerotoninニューロンは線条体
に投射しているが，永津ら8）は楢林らとの共同研究
によりパーキンソン病死後脳の生化学的変化を研究
しパーキンソン病における主要な変化は，黒質線条
体のDAニューロンにおけるDAおよびDA生合
成の律速酵素，補酵素の高度な減少であるだけでな
くMonoamineニューロン全体に系統的な変性があ
ると報告している．
　今回使用したL－threo－DOPSは3，4－dihydroxy－
phenylserineの異性体の1つで，この中には　L－
threo型，　D－threo型，　L－erythro型，およびD－
erythro型の4つの異性体がある．このうちL型の
みが芳香族L一アミノ酸脱炭酸酵素により脱炭酸さ
れて，L－erythro－DOPSから生理活性のないD－NE
が，L－threo－DOPSから生理活性のあるL－NEが
生合成される9）．前者はL－threo型より約20倍早く
脱炭酸され10），脳内NEをかなり増加させるが，生
成されたD－NEは非天然型で生物活性がない上に
既存のL－NEと置換されて中枢神経系のNEの活
性を低下させるといわれている11）．現在この薬理作
用を利用した臨床応用が期待されている12）が実用
には至っていない．一方，L－threo－DOPSは血液脳
関門を通過する事により現在パーキンソン病をはじ
めとして広く臨床応用されているが，Bartholini2）
らによると全脳のホモジネートによる分析法ではし
－threo－DOPSを末梢から投与しても血液脳関門を
通過せず，脳内NEは増加しないと述べている．そ
の後，L－threo－DOPSを末梢から投与することによ
って脳内NEが増加するという報告があるが3）4）5），
L－threo－DOPS投与による脳内DAとその代謝産
物およびSerotonin系の動態についても一定の見解
得られていないのが現状である．この中で，生理
的に近い状態でMicrodialysis法を用いて1個体の
線条体の変化を連続的に観察し，さらに同手技を用
いてNE，　DAとその代謝産物およびSerotonin系
を同時測定し，その代謝過程および投与用量依存性
を同時に検討しているものはない．
　今回の実験：に使用したMicrodialysis　systemは
Ungerstedtら13）により開発され，伽伽。の条件下
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で動物の脳内および末梢組織に透析プローブを挿入
し血流液を流すことによって，連続的にアミン，ア
ミノ酸，アセチルコリン等の内因性物質を回収して
分析することができる．この方法は回収された物質
がすでに蛋白質から遊離されたものであり投与され
た薬物の体内動態とその作用を瞬時にとらえること
ができる上に，細い透析プローブに灌流液がゆっく
り通るため脳組織の破壊も比較的少ない．このため
1個体に対して連続的に，かつ再現性よく長時間の
実験ができる利点をもっている．
　今回Brain　Microdialysisによるラットの急性実
験を行うにあたり，現在本法によるとされるさまざ
まな侵襲14）15）を出来るだけ少なくするために各物
質の日内変動16）を考慮したうえで実験開始時間を
統一し，さらに体重，体温等可能な限り条件を一定
にした．その上でHalothane吸入浅麻酔を行いL－
threo－DOPS（25，50，100　mg／kg）を腹腔内投与し，
Microdialysis　systemを用いて線条体内の5種類の
物質を連続的に回収，HPLGECD　法により脳内
NE，　DA　とその代謝産物，さらに5一　Hydrox－
ytryptamineの代謝産物である5－HIAAについて
4時間にわたって同時測定することによって，L－
threo－DOPSの脳内への移行，投与用量依存性およ
び各物質の代謝に及ぼす薬理作用につき比較検討し
た．NEにおいては50，100　mg／kg投与群で投与120
分後から150分後にピークを示し（p〈0．01），25
mg／kg投与群でも有意差は得られなかったものの
control群に比較して最大33％の増加を示した．こ
のことよりし－threo－DOPSの末梢から脳内への移
行によるNEの細胞外液含量の増加および用量依
存性が示唆された．また，50，100mg／kg投与群で
グラフ上ほとんど変化が認められないが，これは腹
腔内投与において薬剤が吸収される濃度の限界と考
えた．DAは各投与群に明らかな有意差は認められ
なかったが，その代謝産物であるDOPACおよび
HVAは，25，50　mg／kg投与群では明らかな増加は
認められなかったものの，100mg／kg投与群では有
意な増加を示した．この原因としては，Brain　Mi－
crodialysis法は拡散によって膜内に入った物質を
測定しており，脳内における速い神経活動について
は計測できない可能性があげられる．つまりDAに
ついては脳内に移行したL－threo－DOPSによって
代謝回転が充進したため見かけ上変化を示さなかっ
た可能性があり，それ故　DA　の代謝産物である
DOPACおよびHVAは増加しているのではないか
と思われる．しかしDAに関しては様々な見解があ
り3）4＞5）17）今後の検討課題と考えられる．5－HIAAに
ついてMicrodialysis　systemを用いて検：強してい
る文献は少ないが，著者の実験系では25，50mg／kg
投与群において投与150分後より一部有意差を示す
増加を認め，さらに100mg／kg投与群においては投
与120分後より有意な増加を示し，投与用量依存性
が示唆された．原田3）はし－threo－DOPSを脳室内に
投与することにより5－HTおよび5－HIAAの代謝
回転 心切による脳内の増加を証明し，この原因を
比較的活性に余剰のある芳香族アミノ酸脱炭酸酵素
をめぐる基質競合によるものと推測している．今回
の5－HIAAの変化はこれを支持するものとなった．
しかし，レthreo－DOPSによるSerotonin系の動態
については不明な点が多く，これについてもさらな
る検討が必要であると考えられる．
　著者はNE，　DAとその代謝産物およびSerotonin
系を脳内において同時測定したが，NEを除いた4
種の物質で特に実数値のぱらつきが大きかった．こ
れは5種の物質を同時に同じ条件で測定しているこ
とや，1個体を連続的に測定したことによる個体差
の影響が考えられる．
　今回の実験は主に神経細胞からの神経伝達物質の
放出をみていることになるが，末梢から　L－threo－
DOPSを25　mg／kg以上投与することによって血液
脳関門を通過し，脳内で生理活性のあるL－NEが生
合成され脳内NEが増量したことが示され，さらに
DOPAC，　HVAの増量によりDA系の代謝回転が
上昇したことを示している．これはし－NEが生合成
されることのほかにNE神経，　DA神経終末に作用
してNEやDAの遊離を促進した結果と思われる．
これらが楢林ら1）の報告によるNE補充療法により
パーキンソン症状の改善を起こす薬理作用の一つと
考えられる．
　今後老齢ラット，パーキンソンモデルラットを使
用した同手技における測定，さらにdopa脱炭酸酵
素阻害剤（carbidopa，　benserazid）の併用およびL
－threo－DOPSの静脈内投与による線条体内
Monoamine系の変化とその薬理学的動態について
引続き比較検討を要するものと思われる．
結 語
1）L－threo－DOPSを腹腔内投与して脳内細胞外
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液NE含量の増加を確認した．さらに各投与群にお
いては用量依存性の傾向が示された．
　2）L－threo－DOPSの腹腔内投与によってDAで
は脳内の代謝回転の周密が示唆され，またその代謝
産物であるDOPAC，　HVAにおいては脳内細胞外
液含量の増加を認めた．
　3）Serotonin系では5－HTの代謝産物である脳
内細胞外液5－HIAA含量の増加および投与用量依
存性の傾向が示された．
　4）以上の結果によりし－threo－DOPSが血液脳関
門を通過して脳内に移行することで，Monoamine
系およびSerotonin系に対して多様な薬理学的影響
を示す可能性が示唆された．
　一筆にあたり，御懇篤なる御指導と御校閲を賜り
ました東京医科大学第三内科学教室伊藤久雄教授，
終始御助言と御指導を頂いた内海裕也講師に深甚な
る謝意を表します．また御教示と御協力を頂いた野
本さい子女史，並びに教室員各位に心より感謝いた
します．更に今回L－threo－DOPSを提供してくださ
った住友製薬株式会社に厚く御礼申し上げます．
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